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RESUMO

Objetivo: Analisar e comparar a recuperagdo da cornea ap6s queimadura
quimica ocular, em olhos de coelhos tratados com transplante autélogo de
limbo conjuntival e limbo cérneo-conjuntival. Métodos: Um total de 35
coelhos foi submetido a uma queimadura quimica unilateral da cérnea e
limbo, com solug@o de hidréxido de s6dio (NaOH) 1 mol '. Apéds 30 dias
da queimadura, foram constituidos 3 grupos. Os coelhos do Grupo 1(12)
nao foram operados e foram utilizados como controle. Os coelhos do Grupo
2 (12) foram submetidos a um transplante autélogo, utilizando limbo
conjuntival do olho contralateral. Os coelhos do Grupo 3 (11) foram
submetidos aum transplante aut6logo, utilizando limbo cérneo-conjuntival
do olho contralateral. Foram estudados os seguintes itens: inducdo e
regressao da neovascularizag@o corneana, tempo de reepitelizagdo cornea-
na, alteracdo da transparéncia corneana e estudo do fenétipo corneano,
empregando-se métodos de rotina hematoxilina-eosina (HE), método do
acido periddico - Schiff (PAS) e reacdo da peroxidase-antiperoxidase
(PAP), utilizando anticorpos monoclonais. Resultados: Naohouve diferen-
cas estatisticamente significantes, nas varidveis estudadas, quando compa-
rados os dois grupos operados. Houve diferencgas estatisticamente signi-
ficantes, em todas varidveis estudadas, quando comparados os grupos
operados com o grupo controle. Notou-se diminui¢ao gradativa do niimero
de células caliciformes, reconhecidas pelo PAS e aumento gradativo do
nimero de células epiteliais corneanas, reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal AES, configurando-se, aos 90 dias de pds-operatério, um
fenétipo predominantemente epitelial corneano na superficie corneana,
independentemente da técnica cirdrgica utilizada. O grupo controle mos-
trou extensa necrose do epitélio corneano em todos os casos. Conclusées:
Os transplantes autélogos de limbo conjuntival e de limbo cérneo-conjun-
tival produziram os mesmos resultados clinicos e fenotipicos epiteliais em
um modelo experimental de queimadura quimica em olhos de coelhos,
configurando-se, aos 90 dias de p6s-operatorio, um fenétipo predominante-
mente epitelial corneano. O grupo controle mostrou defeitos epiteliais
persistentes, aumento da neovascularizacdo corneana, diminui¢do da
transparéncia e fenétipo da superficie corneana tipicamente conjuntival.

Descritores: Coérnea; Queimaduras quimicas; Transplante de limbo

INTRODUCAO

A superficie ocular normal é coberta pelo epitélio conjuntival e cornea-
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no, cada qual com fenétipos celulares correspondentes. A
cornea € coberta por um epitélio escamoso estratificado com
jungdes intercelulares firmemente aderidas, o que lhe confere
uma superficie optica adequada. Por outro lado, o epitélio
conjuntival contém células caliciformes que produzem a cama-
da mucosa do filme lacrimal. Estes fendtipos epiteliais sdo
vitais na manutenc¢do da integridade da superficie ocular®.

Queimaduras quimicas ou térmicas severas, especialmente
as causadas por substancias alcalinas, doengas das membra-
nas mucosas, como Sindrome de Stevens-Johnson ou Doenca
de Lyell, aniridia ou cirurgias multiplas do segmento anterior
podem determinar alteragdes da superficie ocular, levando a
graves complicagdes como: defeitos epiteliais persistentes,
dlceras tréficas, neovascularizacio, necrose corneana ou até
perfuragdes oculares®. Esses fendmenos ocorrem, particular-
mente, quando além da destruicdo do epitélio corneano e
conjuntival, ha importante comprometimento do limbo®. A
anatomia clinica do limbo foi observadaem 1921®, com descri-
cdo de projegdes presentes na conjuntiva perilimbar, perpen-
diculares a cérnea. Em 1971, outros autores sugeriram que
estas projecdes perilimbares fossem a fonte das células germi-
nativas (CG) precursoras do epitélio corneano®.

Estudos recentes utilizando anticorpos monoclonais su-
gerem a existéncia de CG localizadas na camada basal do
epitélio limbar e que parecem ser as precursoras do epitélio
corneano®®,

A falta de expressdo da proteina 64 kD, que reage com o
anticorpo monoclonal AES, nas células basais limbares, indica
que elas s@o menos diferenciadas do que as outras células do
epitélio corneano e que, portanto, elas representam as CG do
epitélio corneano®.

Corroborando estes achados, outros relatos evidenciaram
que a remocdo cirurgica da regido limbar resultava em cresci-
mento de epitélio com fendtipo corneano anormal®.

Relatos mostram que transplantes limbares em pacientes
com queimaduras quimicas oculares resultaram em regenera-
cdo do epitélio corneano e boa transparéncia corneana, com
melhores resultados do que os obtidos com transplantes con-
juntivais®.

Em 1983, foi proposta a teoria XYZ, que seria um equilibrio
entre 0 movimento centripeto das células epiteliais, 0 movi-
mento das células basais em dire¢ao as células superficiais e a
taxa de descamacéo da superficie corneana”.

Ap6s uma lesdo epitelial corneana, a recuperacdo depende
do movimento centripeto do epitélio vidvel mais proximo®!-12,
Em casos de defeitos epiteliais envolvendo somente uma por-
¢do da cérnea, o epitélio da cérnea adjacente preenche o
defeito epitelial. No entanto, um defeito epitelial completo
requer epitélio do limbo?.

Em ferimentos extensos da cérnea e limbo, o epitélio
conjuntival representa a dnica fonte de regeneracio epitelial®'¥,

Clinicamente estd bem estabelecido que apds uma severa
queimadura quimica, o crescimento de epitélio conjuntival na
superficie corneana estd associado com um tempo maior de
epitelizacdo, neovascularizacdo superficial e profunda, per-
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sisténcia de células caliciformes e erosdes epiteliais recorren-
tes devido a uma adesdo epitelial anormal da membrana
basal®.

Se a perda de CG € completa, freqiientemente ocorre
“pannus” superficial resultando em fenétipo conjuntival ou
“conjuntivaliza¢do” desta nova superficie!">!".

TRATAMENTO QIR(}RGICO DAS QUEIMADURAS
OUIMICAS OCULARES

Queimaduras quimicas unilaterais
Transplante autologo de conjuntiva bulbar

O conceito de “superficie ocular” foi inicialmente descrito
em 1977, ao ser utilizado transplante autélogo da conjuntiva
bulbar do olho contralateral para reconstru¢do da superficie
ocular em queimaduras quimicas severas unilaterais®. Havia a
convicgio, refor¢ada mais tarde por outros trabalhos®'™®, de
que o epitélio conjuntival em um processo chamado transdife-
renciacdo, adquirisse caracteristicas morfoldgicas, bioquimi-
cas e funcionais do epitélio corneano, ou seja, um fenétipo
corneano. Apesar da boa resposta inicial, alguns destes casos
ndo tiveram boa evolugdo, apresentando progressiva neovas-
cularizacdo"”. H4 estudos, ainda, que mostram que uma com-
pleta transdiferenciacio nunca ocorre®*?¥,

Transplante autologo de limbo

Em 1989, foi descrita a técnica de transplante autélogo de
limbo em doencas unilaterais da superficie ocular”. Eram em-
pregados enxertos livres de tecido limbar utilizando 0,5 mm de
coérnea livre centralmente e 2 mm de conjuntiva bulbar periferi-
camente. Vdrias séries foram relatadas apds, utilizando a mes-
ma técnica®?®. O transplante de limbo € baseado no conceito
de que o epitélio limbar contém a populacao de células ger-
minativas para proliferagdo e diferenciagao de epitélio cornea-
no e tem sido indicado em uma variedade de doencas da
superficie ocular presumivelmente causadas por deficiéncia
de células germinativas (queimaduras térmicas e quimicas,
aniridia e faléncia da superficie ocular ap6s multiplos procedi-
mentos cirdrgicos)>2%,

Queimaduras quimicas bilaterais
Transplante alogénico de limbo

Nas patologias bilaterais da superficie ocular, como quei-
maduras bilaterais, doenca de Stevens-Johnson, sindrome de
Lyell, penfigéide cicatricial, utiliza-se a técnica de transplante
alogénico de limbo. O primeiro relato desta técnica foi descrito
em 1983, chamando de ceratoepitelioplastia um procedimento
cirdrgico que consistia em colocar no limbo cérneo-escleral
lenticulas de estroma corneano coberto de epitélio, utilizando
doador caddver!?.

Outras séries foram publicadas, nas quais os autores utili-
zavam tecido de doador caddver para transplante alogénico de
limbo, empregando imunosupressao sistémica®-".
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Em 1995, pela primeira vez, autores relataram o uso de
tecido doador de parentes, com pareamento HLA, em trans-
plantes alogénicos de limbo®?.

Técnicas cirtrgicas de transplante de limbo

No caso de doador caddver utiliza-se o transplante de
limbo corneano. Quando o doador é vivo, pode-se empregar
tanto o transplante de limbo cérneo-conjuntival como o trans-
plante de limbo conjuntival.

No caso de doadores vivos, no entanto, a retirada de limbo
corneano nao ¢ isenta de complicacdes para o olho doador.
Estudos experimentais em coelhos concluiram que a retirada
total do limbo*3%3b ou mesmo a remog@o cirdrgica parcial da
zona limbar - técnica utilizada para obteng¢do do tecido doador
nos transplantes de limbo cérneo-conjuntival - pode induzir a
deficiéncia limbar importante, causando defeitos epiteliais
persistentes, vascularizacdo e conjuntivalizacio da superficie
corneana®-:33),

Ao contrdrio da técnica habitual?, o transplante de limbo
conjuntival evita a ceratectomia periférica com retirada de
limbo corneano, tornando o procedimento mais simples e mais
seguro para o olho doador. Utiliza como fonte doadora a
conjuntiva perilimbica, que inclui a palicada de Vogt, onde se
sabe existirem células germinativas e que provavelmente sio
transplantadas em nimero suficiente para estimular a prolife-
racdo e diferenciac@o de epitélio corneano normal2343%),

Como néo ha referéncia de trabalho experimental, em coe-
lhos, empregando a técnica de limbo conjuntival, o objetivo
deste trabalho foi analisar e comparar a recuperacdo da cérnea
ap6s queimadura quimica ocular, em olhos de coelhos trata-
dos com transplante aut6logo de limbo conjuntival e cérneo-
conjuntival.

METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em Pes-
quisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e pelo Comité de
Etica do Curso de Pés-Graduagio da UNIFESP/EPM.

Os procedimentos foram feitos sempre empregando anes-
tesia geral, evitando, assim, o sofrimento ou dor por parte do
animal. O estudo utilizou um total de 35 coelhos albinos,
machos, da linhagem Nova Zelandia. Provocou-se uma quei-
madura quimica alcalina unilateral, utilizando um papel filtro,
em forma de meia-lua, com didmetro de 7,5mm, embebido em
solugdo de NaOH 1 mol. O papel filtro era colocado durante 1
minuto, na metade superior da cérnea e apds, durante 1 minu-
to, na metade inferior da mesma. Cada peca de papel filtro
englobava o limbo e a metade da cdrnea, obtendo-se, assim,
ndo sé a queimadura total da superficie corneana como tam-
bém a queimadura do limbo em 360°, com conseqiiente destrui-
¢do das células germinativas (Figura 1). O globo ocular era
irrigado com 1 litro de solucdo de cloreto de s6dio 0,9%, apds
cada uma das queimaduras.

Imediatamente apds as queimaduras, todos os coelhos

foram tratados utilizando-se, no olho queimado, colirio de
dexametasona + tobramicina, trés vezes ao dia, durante 10 dias
e colirio de tobramicina trés vezes ao dia, por mais 20 dias.

Ap06s 30 dias da queimadura, foram constituidos 3 grupos:
Grupo 1 (12 coelhos), Grupo 2 (12 coelhos) e Grupo 3 (11
coelhos). Os coelhos do Grupo 1 ndo foram operados e foram
utilizados como controle. Os coelhos do Grupo 2 foram subme-
tidos a um transplante aut6logo, utilizando limbo conjuntival
do olho contralateral. Os coelhos do Grupo 3 foram submeti-
dos a um transplante autélogo, utilizando limbo cérneo-con-
juntival do olho contralateral.

Descricdo da técnica cirtirgica
Transplante de limbo conjuntival

Segundo técnica cirdrgica preconizada®**», um retalho de
conjuntiva doadora de 5x 10 mm (90°) era preparado, retirando-
se a conjuntiva adjacente ao limbo, sem incluir o limbo cornea-
no. O olho recipiente era preparado, realizando-se uma perito-
mia de 180°. O retalho conjuntival era suturado no olho reci-
piente, nas suas posi¢des anatdmicas adequadas, utilizando-
se 4 pontos de fio Vicryl® 8-0.

Transplante de limbo cdrneo-conjuntival

Segundo técnica cirdrgica preconizada”*”, um retalho c6r-
neo-conjuntival de 5x10mm era preparado, fazendo-se uma
incis@o em cornea clara, a 0,5mm do limbo. Apds preparo da
superficie receptora, realizava-se uma peritomia de 180° e o
retalho cérneo-conjuntival era suturado, utilizando-se 2 pon-
tos de fio Vicryl® 8-0 para a margem corneana e 2 pontos de fio
Vicryl® 8-0 para a margem conjuntival.

No pés-operatdrio os coelhos foram tratados utilizando-se
colirio de dexametasona + tobramicina, trés vezes ao dia, du-
rante 30 dias, em ambos os olhos.

Varidveis estudadas

Os coelhos foram examinados aos 15, 30, 60 e 90 dias de
pos-operatério e os seguintes itens foram analisados e compa-
rados:

1. Indugdo e regressdo de vascularizagcdo - Baseado na
escala de queimaduras quimicas oculares (1979)¢%,

0= cdrneas sem vasos

14+=vascularizacdo até 2mm na cérnea

2+=vascularizacdo até 4mm na cérnea

3+=vascularizag@o até 6mm na cérnea

4+= cérnea com vasos no eixo visual

2. Tempo de reepitelizacdo (baseado no padrido da fluo-
resceina) - Tempo necessdrio para reepitelizacdo total da su-
perficie corneana, contado em dias e utilizando colirio de fluo-
resceina sédica 2% para avaliacdo da area desepitelizada.

3. Alteracdo da transparéncia corneana - baseada na
classificagcdo de queimaduras quimicas alcalinas®?.

Discreta: leve opacidade corneana, permitindo perceber os
detalhes da fris.

Severa: opacidade corneana dificultando a percep¢do dos
detalhes da fris.

Arq Bras Oftalmol 2002;65:161-70
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i\

filtro embebido em NaOH 1N, cortado em forma de meia-lua, com 7,5 mm

de diametro. A: Papel filtro na metade superior da cérnea e limbo. B:

Papel filtro na metade inferior da cérnea e limbo. C: Aspecto da cérnea

imediatamente apds a queimadura, mostrando opacidade homogénea
em toda superficie corneana.
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Figura 1 - Modelo de queimadura quimica experimental, utilizando papel

Muito severa: opacidade corneana impedindo a percepcao
da area pupilar.
4. Estudo do fenotipo corneano
Para estudo do fenétipo corneano, trinta e cinco botdes
corneo-esclerais foram enviados para estudo andtomo-patol6-
gico e submetidos a métodos imunohistoquimicos, no Depar-
tamento de Patologia da McGill University, Montreal, Canada.
Para efeito dos resultados, os grupos operados (2 e 3) foram
divididos em quatro subgrupos, de acordo com a data de
obtencdo do espécime: 15, 30, 60 ou 90 dias de pés-operatério.
Todos os espécimes foram fixados em formalina tampona-
da 10% e incluidos em parafina para serem cortados em micré-
tomo Zeiss TX-40®. Os cortes em parafina foram submetidos
as seguintes reagdes:
a - Métodos de rotina da hematoxilina-eosina (HE);
b -Método do acido periddico de Schiff (PAS);
¢ - Reacdo da peroxidase-antiperoxidase (PAP), utilizando
o anticorpo monoclonal AES5- queratina monoclonal
anti-epitelial (ICN Biomedicals®).
O preparo do tecido para a técnica do PAP foi realizado
segundo método descrito em 1988“D,
A andlise microscopica dos espécimes foi realizada com os
seguintes objetivos:
e contagem de células caliciformes pela andlise da HE e
confirmada com o PAS;
* reconhecimento e contagem das células epiteliais
corneanas pelo anticorpo monoclonal AES.

Método estatistico

Para verificar possiveis diferengas entre os grupos em
cada tempo e para cada varidvel foi usado o teste de Kruskal-
Wallis. Para comparar apenas os Grupos 2 e 3 quanto ao tempo
necessdrio para reepitelizacdo corneana, foi usado o teste de
Mann-Whitney. Na andlise da contagem das células calicifor-
mes e epiteliais corneanas usou-se o teste “t” de Student.

Em todos os casos o nivel de rejeic@o para a hipdtese de
nulidade foi sempre fixado em um valor menor ou igual a
0,05 (5%).

RESULTADOS

Resultados clinicos
Grau de neovascularizagdo da cornea

Os resultados do estudo do grau de neovascularizagdo
nos diferentes grupos, em distintos tempos de pds-operatdrio
(15,30, 60 e 90 dias), estdo apresentados na Tabela 1 utilizan-
do escala preconizada®”. Aos 15 e 60 dias de pds-operatdrio
os grupos operados (2 e 3) apresentaram um grau de neovas-
cularizacdo corneana estatisticamente menor que O grupo
controle (Grupo 1) porém essa diferenca ndo existiu entre os
grupos tratados. Nao houve diferenca estatisticamente signi-
ficante entre os grupos, aos 30 e 90 dias de pds-operatdrio.
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Grau de transparéncia da cornea

Os resultados do estudo do grau de transparéncia nos
diferentes grupos, em distintos tempos de pds-operatorio (15,
30, 60 e 90 dias), estdo apresentados na Tabela 2 utilizando
escala preconizada®”. Aos 15 e 60 dias de pds-operatorio os
grupos operados (2 e 3) apresentaram um grau de transparén-
cia corneana estatisticamente maior que o grupo controle
(Grupo 1), porém essa diferenca ndo existiu entre os grupos
tratados. Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos, aos 30 e 90 dias de pds-operatdrio.

Tempo de reepitelizacdo da cornea

A andlise do tempo de reepitelizagdo da cérnea ndo reve-
lou diferenga significante entre os Grupos 2 e 3, conforme
apresenta a Tabela 3. O Grupo controle manteve defeitos
epiteliais corneanos até a retirada dos botdes para exame
andtomo-patolégico.

Resultados do estudo andtomo-patologico

As Tabelas 4 e 5 comparam a contagem de células calicifor-
mes e células epiteliais corneanas, respectivamente, nos gru-
pos operados, nos diferentes tempos poés-operatérios. Essa
contagem ndo foi realizada no grupo controle em razdo da
extensa necrose do epitélio corneano ocorrida nesses casos.
Notou-se uma diminui¢do gradativa do nimero de células
caliciformes até os 90 dias de pés-operatério, independente-
mente da técnica cirdrgica utilizada. As células epiteliais cor-
neanas, reconhecidas pelo anticorpo monoclonal AES, mos-
traram contagem crescente em ambas as técnicas cirurgicas
empregadas. Observaram-se diferencas estatisticamente sig-
nificantes quanto a média de células caliciformes observadas
em ambos os grupos operados, em todas as avaliagdes pos-
operatorias. O Grupo 2 apresentou sempre um nimero maior
de células caliciformes em relagdo ao Grupo 3 (p<0,001). Ja o

nimero de células queratina+ foi semelhante em ambos os
grupos em todas as avaliagdes pos-operatérias (p>0,10).

DISCUSSAO

Modelo da queimadura quimica

Como este estudo teve o propdsito de comparar duas
técnicas cirdrgicas no tratamento de queimaduras quimicas
oculares, utilizando limbo conjuntival ou cérneo-conjuntival,
o modelo ideal de queimadura quimica incluiu ndo s6 a lesdo
do epitélio corneano, como também a do limbo, simulando
queimaduras oculares graves.

Os modelos de queimadura relatados na literatura referem-
se na sua maioria a utiliza¢do do NaOH 1 mol’!, aplicado na
superficie corneana e cuidando para ndo envolver cérnea
periférica, isto é, poupando o limbo“**¥. Esses modelos pro-
vocam lesao epitelial corneana, mas ndo removem o limbo, nao
reproduzindo o modelo preconizado para o presente estudo.

Por outro lado, varios modelos experimentais, em coelhos,
comprovam que a retirada mecanica do limbo, além da queima-
dura corneana, € a principal causa da conjuntivalizacdo e da
vascularizacdo corneanas subseqiientes®??. No presente estu-
do, ao invés de se promover a retirada mecénica do limbo,
provocou-se um trauma quimico alcalino unilateral, envolven-
do também o limbo, como j descrito anteriormente™?, porém
idealizando um novo modelo de queimadura, descrito na meto-
dologia desta investigacdo. Este modelo de queimadura reve-
lou-se satisfatoriamente reprodutivel, provocando lesdes ho-
mogéneas e semelhantes em todos os casos (Figura 1).

Tempo de reepitelizacdo apos o transplante de limbo

Neste estudo, empregando tanto transplante de limbo cér-
neo-conjuntival como transplante de limbo conjuntival, hou-

Tempo apos Tempo de poés- Grupo 1
queimadura(em dias) operatério**(em dias) Médias (n)
45 15 3 (12)
60 30 4 (12)
90 60 4 (11)
120 90 4 (3)

Tabela 1. Diferencas das médias do grau de neovascularizacdo corneana entre os grupos nos diversos periodos - Classificacao de Thoft (em+)

Grupo 2 Grupo 3 Valor de p*
Médias (n) Médias (n)

2 (12) 2 (11) 0,006*
4 (9) 4 (9) 0,791

2 (5) 2 (6) 0,002*

2 (4) 1,5 (4) 0,377

*diferencas estatisticamente significantes quando p< 0,05 (Kruskal Wallis); **somente para os grupos 2 e 3; n=numero de amostras

Tempo apos Tempo de pés- Grupo 1
queimadura (em dias) operatério **(em dias) Médias (n)
45 15 2 (12)
60 30 3 (12)
90 60 3 (11)
120 90 3 (3)

Tabela 2. Diferencas das médias do grau de transparéncia (classificacdo de Hughes) entre os grupos nos diversos periodos

Grupo 2 Grupo 3 Valor de p*
Médias (n) Médias (n)
1 (12) 2 (11) 0,029*
3(9) 3(9) 0,733
1(5) 1,5 (6) 0,0074*
2 (4) 2 (4) 0,657

*diferencas estatisticamente significantes quando p< 0,05 (Kruskal Wallis); **somente para os grupos 2 e 3; n= nimero de amostras
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Tabela 3. Tempo (em dias) para reepitelizacao completa da
cérnea nos grupos operados

Variavel Grupo 2 Grupo 3
z calculado= 0,000

Tempo 54 (5) 55 (6)

*Teste de Mann-Whitney; ( )=numero de amostras

Tabela 4. Contagem de células caliciformes nos grupos
operados nos diversos periodos de pés-operatorio

Variavel grupo 2 grupo 3 valor de p*
Média (dp) Média (dp)

Céls caliciformes

15 dias de PO 40+5 182 <0,001*

30 dias de PO 405 18+2 <0,001*

60 dias de PO 30+3 15+2 <0,001*

90 dias de PO 202 12x2 <0,001*

*diferencas estatisticamente significativas quando p< 0,05 (teste t de Student)

Tabela 5. Contagem de células epiteliais corneanas nos grupos
operados nos diversos periodos de pds-operatorio

Variavel grupo 2 grupo 3 valor de p*
Média (dp) Média (dp)

Céls. Queratina+ AE5

15 dias de PO 13+£3 112 >0,10

30 dias de PO 16+5 16+5 >0,10

60 dias de PO 16+5 13+3 >0,10

90 dias de PO 16+5 165 >0,10

*diferencgas estatisticamente significativas quando p< 0,05 (teste t de Student)

ve uma diferenga muito grande em relacdo ao tempo de cicatri-
zagdo, quando comparado com relatos de outros autores.

Em outros estudos experimentais®!?? realizados em coe-
lhos, o tempo médio de reepitelizagdo ocorreu em torno de 30
dias. No entanto, na maior parte dos relatos, os autores refe-
riam-se somente a queimadura quimica da cérnea associada ou
ndo a retirada cirdrgica do limbo®.

Outros trabalhos7?%3? que mostraram um tempo médio de
reepitelizagdo em torno de 15 dias, foram realizados em huma-
nos, com diferentes causas de alteragdo da superficie ocular.
Mesmo considerando que a maior parte estava relacionada a
queimaduras quimicas, essas variaram tanto pelo grau de se-
veridade quanto pela natureza do agente quimico. Como con-
seqiiéncia nao se pode afirmar com certeza o grau de destrui-
¢do do limbo corneano e até que ponto as células germinativas
foram lesadas.

O presente trabalho foi experimental, com modelos de quei-
madura padronizados, sempre com NaOH 1 mol”, incluindo
tanto a cérnea como o limbo corneano. Nos grupos operados,
independentemente da técnica cirtirgica utilizada, ou seja, em-
pregando limbo conjuntival ou cérneo-conjuntival, a média de
tempo de fechamento do defeito epitelial foi de 54 e 55 dias
nos Grupos 2 e 3 respectivamente, sem diferenca estatistica-
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mente significante entre eles, sugerindo fortemente um movi-
mento centripeto a partir das células germinativas do limbo
transplantado.

Comportamento dos graus de neovascularizacdo e trans-
paréncia

Analisaram-se em conjunto o comportamento da neovas-
cularizagdo e transparéncia corneanas porque essas duas
varidveis tiveram evolugdo semelhante nos diferentes tempos
de pds-operatdrio.

Chama a atenc@o o fato de que, ao redor dos 30 dias, todos
os grupos, operados ou ndo, tenham apresentado piora signi-
ficativa dos graus de neovascularizagdo e transparéncia cor-
neanas, sugerindo um possivel aumento da proliferacao fibro-
blastica (Figuras 2 e 3). Talvez o nimero de células calicifor-
mes na superficie corneana, que foi maior nos dois grupos
operados, ao redor dos 30 dias de pds-operatério, decrescen-
do aos 60 e 90 dias (Tabela 4), possa explicar esse fenomeno,
ao sugerir provavel presenca de fendtipo conjuntival na su-
perficie da cornea nesta fase. Estes achados foram corrobora-
dos pela avaliacdo andtomo-patolégica, que mostrou diminui-
¢ao das células caliciformes e aumento, seguido de estabiliza-
cdo, das células epiteliais corneanas, ao longo da evolucio,
configurando, portanto, aos 90 dias de pds-operatério, um
fendtipo corneano tipico (Figuras 3 e 4). Ndo se encontram
relatos na literatura que corroborem este achado, embora nédo
haja nenhuma série descrita de trabalho experimental, compa-
rando essas duas técnicas cirdrgicas.

Ao se analisar os Grupos 2 e 3, utilizando o teste de
Kruskal-Wallis (Tabelas 1 e 2), verificou-se que as variaveis
transparéncia e neovasculariza¢io, permaneceram estaveis no
decorrer da evolugdo, semelhantes entre si e diferentes do
grupo controle. Aos 90 dias de pds-operatdrio, os grupos
operados mostravam discreto grau de neovasculariza¢ido
(Grau 1+) e pequena alteragdo da transparéncia corneana,
contrastando com o Grupo controle, que apresentava conjun-
tivalizag@o da superficie corneana.

Autores relataram estudo comparativo entre transplante
aut6logo de conjuntiva bulbar (n@o incluindo limbo) e de
limbo corneano, em queimadura quimica experimental em 24
coelhos. Empregaram n-heptanol para a queimadura e adicio-
nalmente retiraram o limbo cirurgicamente. Estudaram diferen-
tes varidveis com acompanhamento de seis meses. Os coelhos
submetidos a transplante de limbo corneano mostraram pro-
gressiva diminui¢do da neovascularizagdo, mas nao hé refe-
réncia especifica ao comportamento da transparéncia cornea-
na. Apds seis meses de evolucdo, os neovasos haviam prati-
camente desaparecido da superficie corneana, enquanto os
olhos dos animais submetidos a transplante de conjuntiva
bulbar desenvolveram progressiva neovascularizagdo e con-
juntivalizacao da superficie corneana, comprometendo o cen-
tro da cérnea™®. O presente estudo comparou os resultados
obtidos com transplante de limbo cérneo-conjuntival e limbo
conjuntival. Apesar de o modelo de queimadura ndo ter sido o
mesmo, ambos 0s experimentos — a presente pesquisa € o
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Figura 2 - Cso 1 do grupo 1 (controle). Notar progressiva conjuntivalizacdo e persisténcia de defeitos epiteliais. A: 14 dias de qu

eimadura;

B: 35 dias de queimadura; C: 120 dias de queimadura; D: Corte histolégico mostrando desorganizacao epitelial com areas de atrofia e membrana
basal descontinua (H.E. 250x). H.E. = hematoxilina-eosina

estudo acima® - visavam provocar lesdo limbica, fosse por
meio de retirada cirdrgica, como descrito pelos autores, ou por
queimadura direta, como o realizado neste trabalho. O compor-
tamento da neovascularizacido e da transparéncia, igual nos
dois grupos operados, mostra que o transplante de limbo
conjuntival, diferentemente do que ocorre com o simples
transplante de conjuntiva bulbar, é capaz de levar um nimero
suficiente de células germinativas, como mostra a evolucio
clinica e a contagem de células epiteliais, por meio do anticor-
po monoclonal AES.

Ha vérias publicagdes relatando os bons resultados do
transplante de limbo em altera¢des da superficie ocular em
humanos7-14.26:28.32.36:37 No entanto, hd relatos de maus resul-
tados utilizando transplante alogénico de limbo conjuntival de
doadores vivos, HLA compativeis, na reconstrucdo da su-
perficie corneana. Apesar de todos os sete pacientes, durante
um seguimento de 17,2 meses, terem desenvolvido fenétipo
corneano, diminuicio da vascularizacdo e melhora do conforto
ocular, os autores relatam que, gradualmente, houve recorrén-
cia de neovasculariza¢do periférica em todos os casos®®. A
despeito do diferente tempo de seguimento, a presente pesqui-

sa revelou um comportamento distinto ao descrito por esses
autores®®, e semelhante a todos os outros relatos citados ante-
riormente, em relagdo a neovascularizagdo e transparéncia
corneanas. Estas mostraram tendéncia a diminuicao aos 90 dias
de seguimento. Mesmo comparando resultados de tratamento
em investigacdo experimental, em coelhos, como € a presente
pesquisa, com terapéutica em humanos, como a realizada no
trabalho citado®®, haveria necessidade de um seguimento mais
prolongado nesta pesquisa, para observagao do comportamen-
to da neovascularizagdo e transparéncia. De qualquer modo, o
relato dos autores trata de transplantes alogénicos, portanto,
com a variavel rejei¢do, o que ndo ocorreu nesta pesquisa, onde
foi realizado transplante autélogo do olho contralateral, o que
pode explicar a melhor evolucdo dos casos.

Estudo do fendtipo corneano

Na tabela 4 observa-se que o nimero de células calicifor-
mes diminui gradativamente ao longo dos periodos pés-ope-
ratérios e que as células epiteliais corneanas, ao contrério,
aumentam a sua contagem e se estabilizam em torno de 30 dias
de pds-operatdrio.

Arq Bras Oftalmol 2002;65:161-70
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Figura 3 - Caso 1 do grupo 2 (limbo conjuntival). Notar importante neovascularizacao em torno de 40 dias de P.O. e desaparecimento dos neovasos

e defeitos epiteliais aos 90 dias de P.O. A: 21 dias de queimadura; B: 37 dias de P.O.; C: 90 dias de P.O.; D: Corte histolégico mostrando epitelizacao

completa com membrana basal integra, células caliciformes e células de fenétipo corneano, corando em vermelho (PAP- CK 350x).
PAP = peroxidase-antiperoxidase; CK= citoqueratina; P.O.= pés-operatorio

Nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,10)
entre o Grupo 2 e o Grupo 3, em nenhum periodo pds-operaté-
rio, em relacdo ao nimero de células epiteliais reconhecidas
pelo anticorpo monoclonal AE5. A partir do momento em que
ocorreu a diferenciacéo, a polaridade epitelial foi mantida e as
células de fendtipo corneano apareceram em igual nimero
tanto no transplante limbar conjuntival como no transplante
limbar cérneo-conjuntival. A contagem crescente, que se esta-
bilizou em torno de 30 a 40 dias, foi compativel com o tempo de
cicatrizacdo apresentado clinicamente, nos dois modelos
cirdrgicos.

Pode-se dizer que, aos 90 dias de pds-operatdrio, a superfi-
cie corneana apresentava um fendtipo predominantemente epi-
telial corneano, nos dois grupos operados (Figuras 3 e 4). A se
manter a tendéncia, possivelmente um seguimento mais longo
apresentaria desaparecimento total das células caliciformes da
superficie corneana, como o ocorrido em outros estudos“?, ao
utilizar transplante de limbo corneano no tratamento de queima-
duras quimicas experimentais em coelhos e estudar o fenétipo
corneano por meio de anticorpos monoclonais.
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Outros estudos”, a exemplo deste trabalho, relataram res-
tauracdo do fendtipo epitelial em transplantes aut6logos de
limbo corneano, utilizando, no entanto, apenas a citologia de
impressdo para a avaliacdo do fendtipo.

Estudos relataram bons resultados obtidos com transplan-
te alogénico de limbo, em doencas da superficie ocular, utili-
zando também a citologia de impressao para determinacdo do
fenétipo corneano®?,

Diferentes relatos**¥ mostraram que, apesar de a superfi-
cie corneana apresentar boa recuperacido depois de retirada
cirdrgica parcial do limbo corneano, a capacidade proliferativa
de epitélio corneano é limitada por ocasido de uma segunda
agressdo quimica.

Poucos autores®*3® relataram seus resultados no tratamen-
to de doencas da superficie ocular utilizando somente trans-
plante de limbo conjuntival, sem a retirada de limbo corneano,
evitando a ceratectomia preconizada em outras técnicas?”.

Outros autores® avaliaram a eficdcia do transplante alo-
génico de conjuntiva limbar, com pareamento HLA, em doze
olhos de dez pacientes apresentando doencas da superficie
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Figura 4 - Caso 2 do gru

po 2 (limbo cérneo-conjuntival). Notar présenga de neovasos e auséncia de defeitos epiteliais ja aos 30 dias d P.O.

Desaparecimento dos neovasos aos 70 dias de P.O. A: 35 dias de queimadura; B: 70 dias de transplante de limbo cérneo-conjuntival; C: Corte

histolégico mostrando recuperacdo da arquitetura epitelial. Polaridade celular mantida. Membrana basal intacta, raras células caliciformes e

numerosas células citoqueratinas positivas, caracteristicas de fenétipo corneano, corando em vermelho. (PAP-CK 350x); D: Corte histolégico

mostrando raras células caliciformes (PAS- 350x). PAP=peroxidase-antiperoxidase; CK= citoqueratina; PAS=acido periddico de Schiff;
P.O.=pés-operatorio

ocular. Os resultados indicaram que 91,6% dos pacientes obti-
veram melhora da acuidade visual, da transparéncia corneana
e da lubrificagdo ocular, além de estabilizacdo da superficie
ocular e diminuicao da neovascularizacio e fotofobia. O se-
guimento foi de 17,2 meses e os pacientes doadores (parentes)
ndo apresentaram complicacdes oculares.

Ao contrdrio desta investigacdo, nenhum dos trabalhos
anteriormente citados sobre transplante de limbo conjuntival,
faz referéncia ao estudo do fenétipo corneano utilizando anti-
corpos monoclonais.

Nao ha referéncia, também, de trabalho experimental em
coelhos, empregando a técnica de transplante de limbo con-
juntival, utilizada na presente pesquisa.

Este trabalho estudou diversas varidveis ao longo de 90
dias de seguimento pés-operatério de transplante de limbo
conjuntival ou cérneo-conjuntival no tratamento de queima-
duras quimicas experimentais. Os resultados apresentados
neste estudo reforcam a idéia de que o transplante de limbo,

levando células germinativas, é poderosa arma no tratamento
de queimaduras quimicas e outras doencas da superficie ocu-
lar causadas por deficiéncia limbica. O experimento mostrou,
ainda, ndo haver diferenca nos resultados clinicos e estudos
imunohistoquimicos, ao se utilizar limbo cérneo-conjuntival
ou conjuntival no tratamento dessas doencas.

A maior facilidade da técnica e a quase auséncia de compli-
cagdes nos olhos doadores faz da técnica de transplante de
limbo conjuntival uma alternativa extremamente util e mais
segura para o olho doador do que o transplante de limbo
corneo-conjuntival, no tratamento de queimaduras quimicas
oculares.

ABSTRACT

Purpose: To compare corneal recovery after ocular chemical
burn in rabbit eyes treated with conjunctival limbus or keratocon-
junctival limbus autografts. Methods: Thirty-five rabbits under-
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went a unilateral ocular chemical burn, including the cornea and
the limbus, applying a NaOH 1 mol ' solution. After 30 days, a
conjunctival limbus autograft from the contralateral eye was
performed in Group 2 (12 eyes); a keratoconjunctival limbus
autograft from the contralateral eye was performed in Group 3
(11 eyes) and no surgeries were carried out in the control
group (Group 1). Statistical analysis regarding induction and
regression of corneal neovascularization, time for corneal re-
epithelialization, rate of corneal transparency was performed.
The corneal surface phenotype was also analyzed by mono-
clonal antibodies (AE-5). Results: After 90 days of follow-up,
improvement of corneal transparency, decreased corneal neo-
vascularization and corneal re-ephitelialization were signifi-
cantly associated with limbal transplantation, carried out in
Groups 2 and 3. The control group (Group 1) showed epithelial
necrosis in all cases. Corneal surfaces of the operated eyes
(Groups 2 and 3) showed a gradual decrease of goblet cells, a
gradual increase of corneal epithelial cells, and postoperative
stabilization after 30 days. Conclusions: Conjunctival limbus
and keratoconjunctival limbus autografts produced the same
clinical and epithelial phenotype results in an experimental
model of chemical burns in rabbit eyes.

Keywords: Cornea; Chemical burns; Limbal transplantation
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